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研究成果の概要（和文）：消化管筋層にはカハール介在細胞（ＩＣＣ）と呼ばれる特殊な細胞が
存在し、これは腸蠕動運動の歩調とり（ペースメーカー）細胞と考えられている。本研究では
胎生期におけるＩＣＣ前駆細胞を単離し分子生物学的解析を行い、当該細胞の発生に関わる分
子機構について示唆することができた。さらに胎生期におけるＩＣＣ前駆細胞を、セルソータ
ーを用いてより特異的に単離する方法の確立に成功した。 
  
研究成果の概要（英文）： Interstitial cells of Cajal (ICC), which are located in the 
gastrointestinal musculature, are suggested to be pacemaker cells of the gut motility. In 
this study we examined the gene expression of ICC precursor cells during the embryonic 
stage of mice to clarify the genes associated with the development of ICC. By using DNA 
microarray we found some candidate genes including BMP signaling related genes and 
TGFβ signaling related genes. In addition we established specific isolation of ICC using a 
cell sorter. 
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１．研究開始当初の背景 
(1) 蠕動運動をはじめとする消化管運動は、
筋層を構成する平滑筋細胞の調和のとれた
運動によって実現される。その調節機構とし
ては、外来性の交感副交感神経に加えて壁内
神経叢（腸管神経系）が第一に挙げられるが、
さらにカハール介在細胞（Interstitial cells 
of Cajal; ICC）と呼ばれる特殊な間質性細胞
の役割が重要である。 
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(2) ICCの発生にはKIT受容体型チロシンキ
ナーゼを介したシグナル伝達が必要である
が、その他の分子の役割については分かって
いない。申請者はこの点について、胎生 14
日マウスを用いた解析により、新たに ICC の
発生に関わる候補遺伝子を見出してきた。 
 
(3)さらに形態学的解析から、ICC 前駆細胞の
発生が KIT 依存性になるのは胎生 16 日以降
であり、それ以前は KIT 非依存性に発生する
ことが明らかとなったため、申請者は、ICC
の発生については胎生 16 日以降の検討が重
要であるとの考えを持つに至った。 
 
(4) また、ICC は 2 型糖尿病や実験的腸閉塞
モデルなどにおいて傷害を受け減少するが、
障害が除かれると ICC も回復することが報
告されている。この点については、障害によ
る何らかのシグナルにより一度脱分化して
平滑筋様になったものが再分化して ICC に
戻るという考えもあるが、生体組織中に ICC
のいわば幹細胞が存在し、回復期にはこれか
ら新たに ICC が分化してくる可能性もある。 
 
 
２．研究の目的 
(1) 以上の背景をふまえて、本研究では第
一に胎生期における ICC 前駆細胞が発現す
る分子を解析し、その細胞学的特性を明らか
にすることを目的とする。具体的には ICC が
c-KIT 依存性に分化を始める胎生 16 日以降
について野生型－W ミュータント（ICC 欠損
マウス）のサブトラクティブ・ハイブリダイ
ゼイション・microarray・定量 PCR・免疫
組織化学・in situ hybridization を行い、ICC
前駆細胞特定遺伝子を同定するとともに、新
規に同定された遺伝子の働きについて機能
的解析を行い明らかにする。 
(2) 第二の目的として、ICC 幹細胞の同定お
よび発生機構について検討する。すなわち、
胎生期における IGF-1、KIT、CD44、Insr、
Igf1r の遺伝子・タンパク発現を定量 PCR 法
および免疫組織化学的手法により解析し、
ICC 幹細胞（Lorincz らの報告した“ICC 
progenitor”）が胎生期にも存在するのか、存
在するとしたらそれは申請者が研究対象と
する発生途上の ICC 前駆細胞と一致するの
か、あるいはその一部であるのか、またはま
ったく異なる population であるのかについ
て検討したい。 
 
 
３．研究の方法 
(1) 胎生マウス ICC 前駆細胞の発生に関わ
る遺伝子の同定のため、初年度は胎生中期か
ら後期の KIT 発現細胞における遺伝子発現
の変化について microarray 法により検索を
行った。具体的には胎生 16,17,18 日の
BALB/c マウス胎仔の遠位回腸をコラゲナー
ゼ処理して細胞分散し、KIT 発現細胞を磁気
抗体を用いて標識した後、MACS（Miltenyi 
Biotec）分離法により細胞分取を行った。そ
の後、各サンプルより RNA 抽出、cDNA 合
成後、microarray（Agilent Technologies）
による遺伝子発現解析を行った。 
 
(2)上記の磁気ビーズ標識抗体を用いた細胞
分取法は、特異性の高い手法として確立され
ているものの、消化管には ICC の他にもマス
ト細胞や胎生期における腸上皮細胞が KIT
を発現することが想定されるため、当初の研
究目的に加えて、ICC（およびその前駆細胞）
のより特異性の高い分取方法の開発が必須
と考えられるに至った。そこで次年度はより
特異的に ICC を分取するためにセルソータ
ーによる ICC 分取法の確立を目指して実験
  
を行った。マウス胎生期小腸を酵素処理し細
胞分散した後に、蛍光標識 KIT 抗体および
CD45 抗体（マスト細胞特異マーカー）、
E-cadherin 抗体（上皮細胞特異的マーカー）
で 染 色 し 、 セ ル ソ ー タ ー に よ り
KIT+CD45-E-cadherin-細胞として ICC の分
取を試みた。 
 
 
４．研究成果 
 
(1)MACS 分離法による KIT 陽性細胞の遺伝
子発現の変化 
 
MACS 分離法による分離後の細胞から抽
出した RNA は agilent バイオアナライザ
2100 の解析の結果から、高品質のものであ
ることが確認できたため、microarray の解析
を進めた。 
この実験は方法手段として、KIT 抗体を用
いての細胞分取を用いている。このため、分
取した細胞は KIT の発現が高いことが、コン
トロールの意味を持つ。本研究において、
microarray での KIT 発現は、いずれの段階
においても、非常に高い発現量であることを
確認し、本研究の細胞分取法が有効であるこ
とが確認できた。 
そこで、microarray による解析を進めた結
果、胎生 16 日以後に発現量が顕著に増加す
る遺伝子群を新たに見出すことができた。特
に、細胞発生への関与が深く考えられる遺伝
子群として、骨形成因子（BMP）シグナリン
グに関連する遺伝子、TGFβ シグナル関連遺
伝子、細胞接着因子、signal transduction に
関係する遺伝子などに顕著な遺伝子変化が
見出された。 
BMP シグナリングに関連する遺伝子とし
ては、BMP 受容体タイプ 1B、BMP inducible 
kinase、SMAD1、TGFβ シグナル関連遺伝
子としては、TGFβ受容体、smad 3）に顕著
な発現量の増加が認められ、胎生 16 日の発
現量と比較して、3 倍から 5.8 倍の発現量で
あった（図 1、図 2）。 
 
 
加えて、細胞接着因子（Cadherin1、
cadherin associated protein delta1 、
mucin-like protocadherin transcript 
variant 1 、 mucin-like protocadherin 
transcript variant 2、protocadherin 24、
cingulin）に関しては、胎生 16 日と比較して
胎生 18 日では、4 倍から 13 倍の非常に高い
発現量を示している。 
そ の 他 の 遺 伝 子 と し て は signal 
transduction に関係する遺伝子として、
cGMP-dependent protein kinase type II、
adenylate cyclase 8、adenylate cyclase 7 
transcript variant 1、adenylate cyclase 7 
transcript variant 3 、 ATPase Na+/K+ 
transporting alpha 1 polypeptide、ATPase 
class I type 8B member 1 などが候補遺伝子
として挙げられ、胎生 16 日と比較して胎生
  
18 日では 9 倍から 13 倍の非常に高い発現量
が観察された。 
胎 生 後 期 KIT 発 現 細 胞 に お け る
BMP/TGFβ シグナル関連遺伝子および各種
細胞接着因子の発現量の増加は、この時期の
ICC の発生にこれらの遺伝子が関与するこ
とを示唆するものである。 
 
(2) セルソーターによる ICC 分取法の確立 
 
上述の実験は磁気標識抗 KIT 抗体を用い
て KIT 発現細胞を特異的に分取した後に行
ったものであるが、研究を進める過程でより
特異的に ICC のみを分取する方法が必要で
あると考えられたため、セルソーターによる
ICC 分取法の確立のため実験を行った。具体
的には、胎生期マウス小腸を摘出し酵素処理
による細胞分散後、蛍光標識 KIT 抗体および
CD45 抗体（マスト細胞特異マーカー）、
E-cadherin 抗体（上皮細胞特異的マーカー）
で 染 色 し 、 セ ル ソ ー タ ー に よ り
KIT+CD45-E-cadherin-細胞として ICC の分
取を試みた。 
FACSセルソーターによる細胞分取の結果
（図3, 4）は、胎生15日では全細胞数3×106
個に対し KIT+CD45+ 細胞は 4.5×102 個、
KIT+CD45-細胞は2.5×103個、胎生16日では全
細胞数 1×107 個に対し KIT+CD45+ 細胞は
1.3×103個、KIT+CD45-細胞は1×104個、胎生
17日では全細胞数4×107個に対しKIT+CD45+
細胞は4.0×104個、KIT+CD45-細胞は1.4×104
個、胎生18日では全細胞数5×107個に対し
KIT+CD45+細胞は2.5×104個、KIT+CD45-細
胞は1.2×104個であった。KIT+CD45-細胞に関
するこの結果は、胎生期におけるKIT免疫染
色の結果ともほぼ一致するものであった。さ
らに分取する細胞の精度を上げるため、上皮
特異的マーカーであるE-cadherin抗体を加え
た3種類の蛍光抗体により染色を行い、
c-KIT+CD45-E-cadherin-細胞の分取を行い、
良好な結果が得られた。 
 
 
 
現在までに、同方法を用いて胎生15日の胎
仔 62 匹 の 小 腸 か ら の 1.9×10 ５ 個 の
KIT+CD45-E-cadherin-細胞を分取した。同方
法によって得た細胞からRNA抽出し検定し
たところ、以後の解析に進むのに十分な質の
RNAが得られていることが確認された。この
方法により、今後は磁気抗体標識法以上に精
度の高いICC発現遺伝子の解析が行えるもの
と期待された。ICCの発生や障害・再生時に
  
おける今後の遺伝子発現解析につなげていき
たいと考えている。 
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